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Produção, extração e
quantificação de
exopolissacarídeos
sintetizados por
Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5T em
meio de cultivo líquido
Introdução
A associação de Gluconacetobacter diazotrophicus
com cana-de-açúcar (Saccharum spp.) representa um
tipo de interação endofítica obrigatória, visto que essa
bactéria não pode ser isolada de solos livres de raízes e
por ser isolada de plantas, fungos, insetos etc.
(BALDANI e BALDANI, 2005; SARAVANAN et al.,
2007). Estudos com cana-de-açúcar demonstraram
que endofíticos como G. diazotrophicus, promovem o
aumento do crescimento da planta, sem elevar custos
com o emprego de insumos, no caso, os adubos
nitrogenados (OLIVEIRA et al., 2006).
Diversos estudos têm mostrado que a produção de
exopolissacarídeos (EPS) pode estar relacionada à
interação de certas bactérias com plantas. EPS são
moléculas envolvidas na interação célula-célula em
vários organismos, que promovem a adesão das
bactérias à superfície dos vasos vasculares da planta e
que também podem estar envolvidos no
reconhecimento e determinação da natureza da
associação planta-bactéria (RAMEY et al., 2004;
DANHORN e FUQUA, 2007).
A presença de EPS associados a células bacterianas é
reconhecida pela formação de colônias mucosas, no
crescimento destas em meio de cultura sólido, por um bom
aumento da viscosidade e, algumas vezes, por formação
de gel em meios líquidos (SUTHERLAND, 1988).
O rendimento da produção de EPS é, na maioria dos
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casos, extremamente dependente de fatores
ambientais, bem como de condições químicas, nas
quais as bactérias são cultivadas, como, por exemplo,
em relação às fontes de carbono e de nitrogênio (PACE
e RHIGELATO, 1980; ALVES, 1991; PATIL et al.,
2009).
Os exopolissacarídeos bacterianos são recuperados do
meio de cultivo através de centrifugação, filtração,
agentes precipitantes de EPS, diálise e liofilização. As
centrifugações são utilizadas para separar as células
do sobrenadante, onde está o EPS solúvel. Também
são utilizadas para auxiliar na precipitação posterior do
EPS presentes no sobrenadante, após tratamento com
agentes precipitantes. O etanol é o agente precipitante
mais comum, embora isopropanol ou cetonas podem
também ser utilizados.
O método mais usado para a quantificação de
carboidratos totais em amostras solúveis é o de
Dubois, sendo considerado padrão para esse tipo de
determinação (DUBOIS et al., 1956). O método se
baseia na determinação de açúcares simples,
polissacarídeos e seus derivados incluindo os
metil-ésteres com grupos redutores livres. A mudança
da cor da solução é medida na região do visível e é
proporcional à quantidade de açúcares presentes na
amostra. Segundo os autores, a reação é sensível e de
cor estável.
Essa técnica colorimétrica é usada para a detecção e
quantificação de carboidratos totais, produzindo
derivados com cromóforos distintos para pentoses e
hexoses, que têm máximos de absorção em 480 e
490 nm, respectivamente (RAO e PATTABIRAMAN,
1989). Em meio ácido, pode ocorrer o ataque
nucleofílico dos elétrons do anel aromático à carbonila
aldeídica ou cetônica do carboidrato. Após a reação de
adição, sucessivas desidratações ocorrem pela perda
das hidroxilas do carboidrato em meio de ácido
sulfúrico concentrado. A conjugação das ligações
duplas, juntamente com a porção aromática, fornece
cromóforos distintos para pentoses e hexoses. O
mecanismo proposto baseia-se na diferença desses
cromóforos, resultante da extensão da ressonância
pelas ligações duplas adjacentes, sendo, portanto,
dependente do número de carbonos (RAO e
PATTABIRAMAN, 1989; FORD, 1980). Já é de
conhecimento que a ocorrência de uma banda com
máximo de absorção em 480 nm indica a presença de
pentoses, enquanto o máximo de absorção em 490 nm
é característico de hexoses (DUBOIS et al., 1956).
Essa análise, porém, é muito simples quando se trata
de misturas complexas como frações de
polissacarídeos. A quantidade de açúcares que estão
presentes na amostra será responsável pela coloração
final da solução, quanto maior a massa de carboidratos
maior será a intensidade da coloração obtida na
solução final.
Este comunicado teve como objetivo relatar o
isolamento, purificação e quantificação da produção de
exopolissacarídeos (EPS) por G. diazotrophicus PAL5T
cultivada em diferentes fontes de carbono.
Extração e purificação do EPS de
G. diazotrophicus PAL5T
A bactéria utilizada neste experimento foi
G. diazotrophicus estirpe PAL5T (ATCC49037). A
estirpe foi cultivada em 5 ml de meio DYGS (g.l-1
composição: glicose 2,0; peptona 1,5; extrato de
levedura 2,0; K2HPO4 0,5; MgSO4.7H2O 0,5, pH 6,0),
(RODRIGUES NETO et al., 1986), após três dias as
células bacterianas foram recolhidas por centrifugação
a 4.000 rpm por 5 minutos, lavadas com solução salina
(NaCl 0,7%), e ressuspendida em 1 ml da mesma
solução. Após isso, frascos do tipo Erlemmeyers de
250 ml contendo 50 ml de meio LGI modificado
(composição em g.l-1: K2HPO4 0,2; KH2PO4 0,6;
MgSO4.7H2O 0,2; CaCl2. 2H2O 0,02; Na2MoO4.2H2O
0,002; FeCl3.6H2O 0,018), pH 5,5, contendo 1 mM de
ácido glutâmico (ROUWS, 2007) e suplementado com
quatro fontes de carbono independentes (sacarose,
glicose, frutose e manitol, 20 g.l-1). Os frascos foram
inoculados com uma suspensão bacteriana de
aproximadamente 1x106 e cultivados sob agitação de
200 rpm a 30ºC, até atingirem o final da fase log, com
aproximadamente 0,7 de densidade óptica (D.O.600).
As culturas foram então centrifugadas a 14.000 rpm
por 15 minutos numa temperatura de 4ºC e o
sobrenadante coletado. Paralelamente, numa proveta,
foi adicionado um volume de 150 ml de etanol absoluto
gelado equivalente a 3X do volume do sobrenadante
(50 ml). O sobrenadante da cultura foi despejado em
cima do etanol absoluto gelado e agitado
vigorosamente para precipitação do EPS que está
contido no sobrenadante. Após isso, a solução foi
colocada em freezer -20ºC por um período 24 horas,
para aumentar o tempo de precipitação do material.
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Após esse período de incubação à -20ºC, as soluções
foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos à
4ºC e, em seguida, o sobrenadante descartado. O EPS
precipitado foi ressolubilizado pela adição de água ultra
pura (o mínimo de volume possível para solubilizar o
EPS).
A Tabela 1 mostra que para todas as amostras, com
exceção da glicose, ocorreu precipitação de EPS.
Porém a única fonte de carbono que ocorreu
precipitação de imediato foi o manitol. O material
cultivado em frutose e sacarose precipitou após a
incubação à -20ºC. Porém, meio de cultura com
sacarose não inoculado apresentou a formação de
cristais (Tab. 1), provavelmente devido a capacidade
de recristalização da sacarose na presença de etanol
(KONONENKO e HERSTEIN, 1956).
Para purificação do EPS coletado de cada amostra,
todos os tratamentos foram submetidos ao processo
de precipitação etanólica no mínimo três vezes. Após a
última precipitação, o EPS foi dissolvido no mínimo de
água ultra pura possível, congelado e quantificado.
Quantificação da massa de EPS
obtida de cada cultura
Curva de Calibração
O material ressolubilizado obtido do processo de
purificação foi submetido a quantificação pelo método
fenol-sulfúrico conforme Dubois et al. (1956). Uma
alíquota de 0,5 ml das soluções a serem analisadas foi
transferida para tubos de ensaio de vidro, adicionado
0,5 ml de solução de fenol 5% e agitado levemente.
Em seguida foi adicionado 2,5 ml de H2SO4 concentra-
do diretamente sobre a amostra e homogeneizado
levemente. Após esse processo a amostra foi incuba-
da 15 minutos a temperatura ambiente para o
resfriamento da solução.
Uma curva de calibração foi obtida utilizando glicose
como padrão para posterior estimativa da quantidade
de açucares totais em cada amostra. Soluções padrão
de glicose através de diluições seriadas (a partir de
uma solução de 10 mg.ml-1) nas seguintes
concentrações foram feitas: 10, 20, 40, 60, 80, 100
e 200 µg.ml-1. Após o preparo de todos os padrões e
amostras, foram realizadas leituras em
espectrofotômetro no comprimento de onda de
485nm, em cubetas de vidro, para gerar a curva de
calibração e quantificar cada tratamento. Como
controle negativo foi utilizado um branco com 0,5 ml
de água destilada como amostra.
A partir da análise de regressão linear pode-se
considerar que este modelo para curva de calibração
teve um bom ajuste, com um coeficiente de
determinação (R2) de 0,99, indicando que o modelo
matemático elaborado a partir dos padrões foi
adequado. A densidade óptica relacionada a cada
concentração de carboidratos nos padrões variaram
de 0 à 0,89 nas diferentes concentrações testadas.
Para quantificação de açucares total, obteve-se então
a equação: f = 100,53 x + 5,1052. Segundo a
análise de regressão linear, não há evidência de falta
de ajuste do modelo, como apresentado na Fig. 1-A.
O experimento foi executado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e todos os
tratamentos foram compostos de três repetições
independentes. Os dados foram analisados pelo teste
de análise de variância (ANOVA) e pelo teste de
Tukey à p<0.01. Para estimativa da curva padrão
foi realizada uma análise de regressão linear, assim
Precipitação Fontes de 
Carbono Imediata Após Refrigeração 
Após 
Centrifugação 
Glicose 
(não inoculado) 
- - - 
Glicose 
(inoculado) 
- - - 
Frutose 
(não inoculado) 
- - - 
Frutose 
(inoculado) 
- + + 
Sacarose 
(não inoculado) 
- - + 
Sacarose 
(inoculado) 
- + + 
Manitol 
(não inoculado) 
- - - 
Manitol 
(inoculado) 
+ + + 
 
Tabela 1. Precipitação de exopolissacarídeos após
extração etanólica da suspensão produzida pelo meio
de cultivo contendo diferentes fontes de carbono e na
presença e ausência da bactéria G. diazotrophicus
PAL5 cultivada.
Os sinais + e - representam a precipitação e não precipitação de EPS,
respectivamente.
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sendo determinado um modelo matemático para
estimativa da quantidade de EPS e o coeficiente de
determinação desse modelo.
Estimativa da concentração
de carboidratos totais
Analisando-se a variável relacionada a concentração
de carboidratos totais, verifica-se que houve um
efeito significativo ao nível de 1% de probabilidade,
pelo teste F, para as diferentes fontes de carbono
utilizadas para a produção de EPS por
G. diazotrophicus (Tab. 2).
O método aplicado acusa a presença de carboidratos
totais que pode ser considerado normalmente
equivalente à quantidade de EPS (Fig. 1-B) (DURLU-
OZKAYA et al., 2007; KODALI et al., 2009). A
quantidade de EPS excretado pela estirpe selvagem
PAL5T em meio de cultura contendo diferentes
açúcares, ou seja, glicose, frutose, sacarose e manitol,
apresentaram alto grau de variabilidade, quando
comparadas com os controles e entre os tratamentos,
onde as médias das quantidades de carboidratos totais
produzida variaram de 6,7 a 296,9 µg.ml-1, como
apresentado na Figura1-B. O cultivo da bactéria em
meio contendo glicose apresentou a menor produção
de EPS secretado (6,7 µg.ml-1) enquanto que em meio
contendo a frutose e a sacarose os valores de média
variaram de 61,1 e 190,1 µg.ml-1, respectivamente.
Como mencionado anteriormente, cristais se formaram
durante a precipitação de meio de cultura não
inoculado com a sacarose, o que explica o nível alto de
carboidratos totais neste tratamento (Fig. 1-B). No
entanto, a maior produção de carboidratos totais foi
observada na presença de manitol, onde os valores
quantificados foram de aproximadamente
297 µg.ml-1. Os resultados apresentados mostraram
que a produtividade de EPS aumentou
aproximadamente 97% em comparação com glicose
quando a bactéria foi cultivada em manitol, mostrando
que a produção de EPS por G. diazotrophicus varia de
acordo com o tipo de fonte de carbono utilizado no
meio de cultura. Resultado semelhante foi obtido para
Burkholderia cepacia, onde a adição de açucares
derivados de álcool (manitol e glicitol) promoveu uma
maior produção de EPS, quando comparados com
glicose, frutose e sacarose (BARTHOLDSON et al.,
2008). Porém, para Lactobacillus casei, a galactose
apresentou uma produção duas vezes maior do que a
glicose (MOZZI et al., 2001).
Conclusões
Os resultados de pesquisa do presente trabalho mos-
tram que a técnica usada é adequada para quantificar
o EPS recuperado por precipitação etanólica de
culturas de G. diazotrophicus PAL5T. Foi observado
que a fonte de carbono usada influenciou fortemente
produção de EPS, sendo glicose a pior e manitol a
melhor fonte de carbono para a obtenção de EPS. Foi
também possível comprovar que G. diazotrophicus
PAL5T é produtora de exopolissacarídeo quando
cultivada em sacarose, frutose e manitol como únicas
fonte de carbono.
Tabela 2. Valores de F calculado para quantificação de
carboidratos totais em quatro diferentes fontes de
carbono.
(**) valores significativos a 1% de probabilidade, pelo teste F.
Fonte de Variação GL F 
Fontes de Carbono 7 2714,7** 
Erro 16  
total 23  
CV%  0,89 
Fig. 1. Variação na produção de EPS por G. diazotrophicus
cultivada em diferentes fontes de carbono. A. Curva de
calibração para estimativa da concentração de carboidratos
totais. B. Médias da concentração de carboidratos totais nas
diferentes fontes de carbono. Médias seguidas por diferentes
letras em cada coluna diferiram estatisticamente, entre si,
para o teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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